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Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wird über eine kinetische Methode zur Bestimmung des
Kreatinins im Serum mit alkalischer 3,5-Dinitrobenzoatlösung ohne Enteiweißung berichtet. Meßgröße ist die
Absorptionszunahme bei 546 nm durch die Bildung eines orange-roten Farbkomplexes. Die Methode weist
eine lineare Beziehung zwischen der eingesetzten Kreatinin-Konzentration und dem Meßsignal bis zur ge-
prüften Konzentration von 8840 / wäßriger Standardlösung auf. Die Wiederfindungsrate im Auf-
stockungsversuch beträgt 98 — 102%. Im Vergleich zu der von Helger et al. (Z. Klin. Chem. Klin. Biochem.
72, 344—349 (1974)) modifizierten Methode nach Jaffe zeigt das ausgearbeitete Verfahren geringere Störungen
in Anwesenheit von Pseudokreatinin-Chromogenen und keine Interferenzen durch hohe Bilirubin- und Tri-
glycerid-Konzentrationen im Serum. Ebenso ergibt sich unter Cephalosporin-Therapie keine Beeinflussung der
gemessenen Kreatinin-Konzentrationen. Die Störeinflüsse und Nebenreaktionen sind durch Optimierung der
Konzentrationen aller Reaktionspartner sowie der Meßzeit herabgesetzt bzw. eliminiert worden.
Die Bestimmung der Kreatinin-Konzentration im Serum kann mit dem beschriebenen Verfahren allerdings
nur an mechanisierten Analysengeräten durchgeführt werden, die es gestatten, wenige Sekunden nach Start
der Reaktion Absorptionsänderungen in kurzen Zeitintervallen zu messen. Vergleichsuntersuchungen an 212
Seren zeigen übereinstimmende Ergebnisse zwischen der Dinitrobenzoat-Methode und dem enzymatischen
UV-Test. Die modifizierte Jo#g-Methode nach Helger et al. führt zu signifikant höheren Werten.
A kinetic method for the direct determination of creatinine in serum with 3,5-dinitrobenzoic acid without
deproteinization
Summary: A kinetic method is reported for the determination of creatinine in serum without deproteinization,
using alkaline 3,5-dinitrobenzoate solution. The increase in absorbance at 546 nm due to the formation of an
orange-red complex is measured. The relationship between the creatinine concentration and absorbance was
linear up to a tested concentration of 8840 / in the aqueous standard solution. Recovery of added
creatiinne was 98 — 102%. Compared with the procedure of Jaffe, as modified by Helger et al. (Z. Klin.
Chem. Klin. Biochem. 72, 344—349 (1974)), the present method shows less interference by pseudo-creatinine
chromogens, and no interference by high serum concentrations of bilirubin or triacylglycerols. The measured
serum concentration of creatinine was not affected by cephalosporin therapy. Interferences and side reactions
have been minimized or eliminated by optimization of the concentrations of all reactants and of the
measurement time.
The described procedure can, however, only be performed in an instrument, which permits the measurement
of absorbance changes in short time intervals after the start of the reaction. In comparative studies on 212
sera, the dmitrobenzoate method and the enzymic UV-test gave similar results, whereas the Jaffe method as
modified by Helger et al. gave significantly higher values.
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Einf hrung
Die von Jaffa (1) 1886 erstmals beschriebene Reaktion
stellt die Grundlage zahlreicher Verfahren zur Bestim-
mung der Kreatinin-Konzentration in Serum und
Harn dar. Kreatinin bildet mit Pikrins ure im alka-
lischen Milieu einen orange-roten Farbkomplex mit
einem Absorptionsmaximum bei 490 nm. Da jedoch
au er Kreatinin zahlreiche andere Substanzen mit
alkalischer Pikratl sung reagieren, sind die ausgear-
beiteten Testmodifikationen (2 — 1-1) nicht spezifisch.
Unter den ber 50 bekannten st renden Verbindungen
ist zwischen positiv interferierenden (z. B. Acetessig-
s ure, Aceton, Ascorbins ure, Cephalosporine, Glu-
cose, Glycocyamidin, Pyruvat u. a.) und negativ be-
einflussenden Substanzen (vor allem Bilirubin) zu un-
terscheiden. Das Ausma der Interferenzen ist von
den Testbedingungen abh ngig (2—16).
Durch Einf hrung kinetischer Verfahren ohne Entei-
wei ung (2) konnten die St rungen durch positiv in-
terferierende Substanzen — sogenannte Pseudokrea-
tinin-Chromogene — vermindert werden. Anderer-
seits bleibt Bilirubin im Testansatz enthalten, so da
der bei Methoden mit Enteiwei ung eliminierte Ein-
flu des Gallenfarbstoffs bei den kontinuierlichen
Me verfahren eine besondere Rolle spielt. Bei der von
Helger et al. (2) ausgearbeiteten kinetischen Methode
f hrt beispielsweise Bilirubin in einer Konzentration
von 257 μηιοΐ/ΐ zu einer f lschlich um 80 μιηοΐ/ΐ zu
niedrigen Kreatinin-Konzentration (12—16).
Auf der Suche nach einer spezifischen Methode zur
Bestimmung von Kreatinin fanden Benedict & Behre
1936 (17), da 3,5-Dinitrobenzoat - hnlich wie
Pikrat — mit der zu bestimmenden Substanz reagiert.
Modifikationen zur Bestimmung der Kreatinin-Kon-
zentration in Serum und Harn mit 3,5-Dinitrobenzoat
sind von mehreren Autoren (18 — 21) beschrieben wor-
den. Alle ausgearbeiteten Verfahren stellen Endpunkt-
methoden dar und erfordern eine Enteiwei ung der
Proben.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein kinetisches
Verfahren ohne Enteiwei ung unter Verwendung von
3,5-Dinitrobenzoat auszuarbeiten, bei dem auch der
Einflu der St rfaktoren gering gehalten wird.
Material und Methoden
Reagentien
1. 3,5-Dinitrobenzoes ure, 99%, Merck 138.
2. Merckotest Kreatinin, Merck 3384.
3. Standardreihe Preciset (88-530 μπιοΐ/ΐ Kreatinin), Boeh-
ringer Mannheim 125547.
4. Kreatinin, enzymatisch, Test-Combination, Boehringer
Mannheim 166413.
5. Natronlauge, 0,5 mol/1, Riedel-de Haen 5071.
6. Natronlauge, l mol/1, Riedel-de Haen 5179.
7. Natronlauge, 2 mol/1, Riedel-de Haen 38224.
8. Kreatinin, 99%, zur Kreatinin-Bestimmung im Blut, Merck
5208.
9. Human-Albumin, reinst, Behringwerke ORHA 20/21.
10. Acetessigs re, Lithiumsalz, 90-95%, Sigma A 8509.
11. Aceton, zur Analyse, Merck 14. ·' r
12. Ascorbins ure, reinst, Merck 500074.
13. Bili-Control, Merz und Dade 170325.
14. Brenztraubens ure, > 98%, Merck, M. S. 820170.
15. Z)(-f ^Glucose, wasserfrei, f r biochem. Zwecke, Merck
8337.
16. Intralipid, 20%, Kabi Vitrum 129-2.
17. Cefoxitin, Natriumsalz, 95%, Merck, Sharp und Dohme
G 3356.
18. Cephaloglycin, 98,4%, Sigma C 4645.
19. Cephaloridin, 20-30% Aktivit t, Sigma C 3519.
20. Cephalothin, 94,5%, Sigma C 4520.
L sungen
Die folgenden Stamml sungen w rden in den angegebenen
Konzentrationen in bidest. Wasser angesetzt:
1. 3,5-Dinitrobenzoat-Farbreagens:
300 mmol/1 3,5-DiiiitfQbehzoes ure in 300 mmol/1 Natron-
lauge. Bei Raumtemperatur ber 6 Monate haltbar.
2. 3,5-Dinitrobenzoat-Stamml s ng, 400 mm l/1 3,5-Dinitro-
benzoes ure in 400 mmol/1 Natronlauge.
3. Human-Albumin-L sung, 80 g/l in 0,15 mol/1 NaCl-L ^
sung.
4. Kreatinin-Stamml sung, 354 μπιοΙ/1 in L sung 3.
5. Kreatinin-Stamml sung, 8840 μχηοΐ/ΐ.
6. H moglobin-Stamml sung, 4 g/l, hergestellt aus gewasche-
nen, hypoton lysierten Human-Erythrocyten.
7. Intralipid-Stammemulsion, 45,6 mmol/1 Triglyceride in
Emulsion.
8. Stamml sungen der Oephalosporin-Pr parate (s. Reagen-
tien 17-20), 2 g/l.
9. Li-Acetacetat-Stamml sung, 5,6 mmol/1.
10. Aceton-Stamml sung, 17,2 mmol/L
11. Ascorbins ure^Stamr l sung, 300 mg/1.
12. Z)(H-)-Glucose-Staminl sung9 111 mmol/1.
13. Brenztraubens ure-Stamml sung, 11 mmol/1.
14. Human-Albumin-Stamml sung, 100 g/l.
Probenmaterial
1. Seren von Gesunden.
2. Seren von Patienten mit Nierenerkrankungen.
3. Seren von Patienten mit ausgepr gter Hyperlipoprotein-
mie, Triglycerid-Konzentrationen < 5,7 mmol/1.
4. Seren von Patienten mit ausgepr gtem Ikterus, Bilirubin-
Konzentrationen > 120 μπιοΐ/ΐ.
5. Poolserum mit einer Kreatinin-Konzentration von 106
μπιοΐ/ΐ. Durch Aufstockung mit Kreatinin wurden Kreati-
nin-Konzentrationen von 283, 460, 636, 813, 990, 1432,
1874, 2758, 4526, 6736 und 8946 μιηοΐ/ΐ hergestellt.
6. Poolseren mit Kreatinin-Konzentrationen von 52 bzw. 251
μηιοΐ/l.
7. Kontrollserum Decision Level l, Beckman 660400, Lot C
401202.
8. Kontrollserum Decision Level 3, Beckman 660410, Lot C
401204.
9. P olserum mit einer Kreatinin-Konzentration von 106
μπιοΙ/1 und einer Bilirubin^Konzentration von 9μπκ>1/1.
Durch Aufstockung mit Bili-Control wurden Bilirubin-
Konzentrationen von 212, 400, 585, 693, 929 und 1211
μιηοΐ/ΐ hergestellt. % *
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clinician who is required to interpret a mass
of data.
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Geräte
1. Spektrallinienphotometer 6118 mit angeschlossenem Kom-
pensationsschreiber 6511, Fa. Eppendorf-Gerätebau, Filter
Hg 546 nm, Halbmikroküvetten aus optischem Spezialgias,
Schichtdicke l cm, mit auf 25 °C temperiertem Küvetten-
halter.
2. Vollmechanisiertes Analysengerät ACP 5040, Fa. Eppen-
dorf-Gerätebau (Geräteeinstellung s. Tabelle 1).
Vergleichs-Methoden
Der enzymatische UV-Test nach Wahlefeld et al. (22) bei der
Meßwellenlänge 365 nm, der als Referenzmethode diente, sowie
das kinetische Verfahren mit alkalischer Pikratlösung ohne Ent-
eiweißung nach Helger et al. (2) wurden unter Verwendung der
genannten Testpackungen nach Angaben der Hersteller durch-
geführt und ausgewertet.
Kinetisches Verfahren mit alkalischer 3,5-Dinitro-
benzoatlösung ohne Enteiweißung
Prinzip
Kreatinin bildet mit alkalischer 3,5-Dinitrobenzoatlösung einen
orange-roten Farbkomplex, dessen Absorption bei 546 nm er-
faßt und zur Auswertung verwendet wird.
Messung
Entsprechend den in Tabelle l angegebenen Einstellungen wer-
den mit dem vollmechanisierten Analysengerät ACP 5040 41,3
Sekunden nach dem Start der Reaktion die Absorptionsände-
rungen von 4 Meßintervallen innerhalb einer Gesamtzeit von
6,7 Sekunden ermittelt.
Tab. l. Kinetisches Verfahren zur Bestimmung von Kreatinin
im Serum mit alkalischer 3,5-Dinitrobenzoatlösung
ohne Enteiweißung.
Einstellung am voUmechanisierten Analysengerät ACP

























* Bedingungen, die in Vorversuchen variiert wurden.
Berechnung
Die Ermittlung der Kreatinin-Konzentration erfolgt über die
an mitgeführten Standardlösungen gefundenen Absorptionsdif-
ferenzen.
Überprüfung der Reaktionsverläufe
Der Reaktionsverlauf in Abhängigkeit von den Endkonzentra-
tionen der verwendeten Reagentien bzw. des Kreatinins wurde
an einem Spektrallinienphotometer sowie an einem vollmecha-
nisierten Analysengerät überprüft. Die Bedingungen sind in den
Legenden zu den jeweiligen Abbildungen aufgeführt.
Ergebnisse
Abhängigkeit des Reaktionsverlaufs von der
Konzentration an 3,5-Dinitrobenzoat im An-
satz
Messung am Spektrallinienphotometer
In Abbildung l ist der zeitliche Ablauf der Komplex-
bildung aus 177 / Kreatinin und 3,5-Dinitro-
benzoesäure in Natronlauge unter Variation der Kon-
zentration an 3,5-Dinitrobenzoat aufgezeichnet. Es
zeigt sich, daß die Absorptionsänderung in den ersten
Minuten mit steigender Konzentration an 3,5-Dini-
trobenzoat zunimmt. Die absolute Höhe des Meßsi-
gnals sowie die geringe Abnahme der Absorption im




Abb. 1. Bildung eines Farbkomplexes zwischen Kreatinin und
3,5-Dinitrobenzoat in Abhängigkeit von der Zeit und
von der Konzentration an 3,5-Dinitrobenzoat (50 —
400 mmol/1).




100 Serum, Kreatinin-Konzentration 177 / .
200 0,5 mol/1 Natronlauge, Endkonzentration 77
mmol/1.
1000 Farbreagens
1 50 mmol/1 3,5-Dinitrobenzoat
2 100 mmol/i 3,5-Dinitrobenzoat
3 200 mmol/i 3,5-Dinitrobenzoat
4 300 mmol/1 3,5-Dinitrobenzoat
5 400 mmol/1 3,5-Dinitrobenzoat
Höhere Kreatinin-Konzentrationen führen zu be-
schleunigter Farbkomplexbildung und somit zu stei-
leren Kurvenverläufen.
Messung mit einem vollmechanisierten Analysengerät
Der Reaktionsablauf in Abhängigkeit von der Zeit
und von den Konzentrationen der Reagentien sowie
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Abb. 2. nderung des Me signals (ΔΑ/min), gemessen zwi-
schen der 41,3. bis 48. Sekunde nach Start der Reaktion
in Abh ngigkeit von der 3,5-Dinitrobenzoat-Konzen-
tration (50-400 mmol/1).
Messung am vollmechanisierten Analysenger t Eppen-
dorf ACP5040.
Ausf hrung s. Tab. l.
Reaktionsansatz: Endvolumen 325 μΐ.
250 μΐ 3,5-Dinitrobenzoat (50-400 mmol/1). 50 μΐ 0,5
mol/1 Natronlauge,
Endkonzentr tion: Natronlauge 77 mmol/1.
25 μΐ w rige Standardl sungen.
1 88 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
2 177 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
3 265 μιηοΐ/ΐ Kreatinin
4 354 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
5 442 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
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Abb. 3. Bildung eines Farbkomplexes zwischen Kreatinin^ und
3,5-Dinitrobenzoat in Abh ngigkeit von der Zeit und
von der Konzentration an Natronlauge (0,5^2,0
mol/1).
Messung am Spektrallinienphotometer Eppendorf
6118.
Reaktionsansatz: Endvolumen 1300 μΐ.
100 μΐ Serum, Kreatinin-Kpnzentration 177 μπιοΐ/ΐ.
1000 μΐ 300 mmol/1 3,5 Dinitrobenzoat.
Endkonzentration: 231 mmol/1;
200 ul Startreagens.
1 0,5 mol/1 Natronlauge
2 1,0 mol/1 Natronlauge
3 1,5 mol/1 Natronlauge
4 2,0 mol/1 Natronlauge
des Kreatinins wurde im 12-Sekundentakt w hrend
der ersten 132 Sekunden am ACP 5040 verfolgt. Die
Ergebnisse (s. Abb. 2) entsprechen den mit dem Spek-
trallinienphotometer ermittelten Daten. Die nde-
rung des Me signals pro Minute (ΔΑ/min) steigt mit
zunehmender 3,5-Dinitrobenzoat-Konzentration bei
konstanter Natronlauge-Konzentration an und
durchl uft kein Maximum.
Abh ngigkeit des Reaktionsverlaufs von der
Konzentration an Natronlauge im Ansatz
Messung am Spektrallinienphotometer
In Abbildung 3 mit der Kreatinin-Konzentration von
177 μιηοΐ/ΐ ist der zeitliche Ablauf der Reaktion unter
Variation der Natronlauge-Konzentration als Start-
reagens aufgezeichnet. Die Absorptionszunahme er-
folgt um so steiler und schneller, je st rker alkalisch
der Ansatz wird.
Messung mit einem vollmechanisierten Analysenger t
Die Ergebnisse bei Me zeiten zwischen 12 und 132
Sekunden best tigen die manuell gewonnenen Daten.
Die nderung des Me signals pro Minute (ΔΑ/min),










Abb. 4. nderung des Me signals (ΔΑ/min), gemessen inner-
halb der 41,3. bis 48. Sekunde in Abh ngigkeit von
der Konzentration der verwendeten Natronlauge als
Startreagens (0,5-1,75 mol/1).
Messung am vollmechanisierten Analysenger t Eppen-
dorf ACP 5040.
Ausf hrung s. Tab. 1.
Reaktionsansatz: Endvolumen 325 μΐ.
50 μΐ Natronlauge (0,5-1,75 mol/1). 250 μΐ 300 mmol
3,5-Dinitrobenzoat/l.
Endkonzentration: 3,5-ipinitrobenzoat 231 nimpl/l.
25 μΐ w rige Standardl s ngen.
1 88 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
2 177 μτηοΐ/ΐ Kreatinin
3 265 μιηοΐ/ΐ Kreatinin
° 4 354 μπιοΙ/1 Kreatinin
5 442 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
6 530 μιηοΐ/ΐ Kreatinin * *
j. Clin. Chem. Glin. Biochem. / Vol. 26,1988 / No. l




















Abb. 5. Kinetische Methode zur Bestimmung von Kreatinin mit 3,5-Dinitrobenzoat ohne Enteiwei ung. Abh ngigkeit des
Reaktionsverlaufs von der Kreatinin-Konzentration in w rigen Standardl sungen (Abb. 5 a: 88 — 530 μιηοΐ/ΐ Kreatinin)
bzw. im Serum von drei verschiedenen Patienten (Abb. 5 b: 88, 265 und 530 μπιοΐ/ΐ Kreatinin).
Messung am Spektrallinienphotometer Eppendorf 6118.
Reaktionsansatz: Endvolumen 1300 μΐ, 1000 μΐ 300 mmol/1 3,5-Dinitrobenzoat, 200 μΐ 0,5 mmol/1 Natronlauge.
Endkonzentration: 3,5-Dinitrobenzoat 231 mmol/1, Natronlauge 77 mmol/1,
a. 100 μΐ w rige Standardl sungen.
1 Ο μπιοΐ/ΐ Kreatinin
2 88 umol/1 Kreatinin
3 177 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
4 265 μιηοΐ/ΐ Kreatinin
5 354 umol/1 Kreatinin
6 442 umol/1 Kreatinin
7 530 umol/1 Kreatinin
b. 100 μΐ Serum.
1 0 umol/1 Kreatinin
2 88 μηιοΐ/ΐ Kreatinin
3 265 μιηοΐ/l Kreatinin
4 530 umol/1 Kreatinin
dem ACP 5040, steigt mit zunehmender Natronlauge-
Konzentration und erreicht ein Maximum mit l mol/1
Natronlauge als Startreagens; dies entspricht einer
Endkonzentratipn von 154 mmol/1 (s. Abb. 4).
Abh ngigkeit des Me signals von der Krea-
tirrin-Konzentration im Ansatz
Die zeitliche nderung der durch die Bildung des
farbigen Komplexes hervorgerufenen Absorption in
Abh ngigkeit von der Kreatinin-Konzentration
w rde mit dem SpektralUnienphotometer Eppendorf
6118 bestimmt. Die Daten sind in den Abbildungen
5 a und b dargestellt. W rige L sungen und Serum-
proben weisen einen hnlichen Reaktionsverlauf auf.
Er zeigt einen steilen Absorptionsanstieg w hrend der
ersten 60 Sekunden nach Mischen der Reagentien, ein
flaches Maximum zwischen der 8. und etwa 12. Mi-
nute und einen anschlie enden allm hlichen Abfall,
der w hrend des berpr ften Zeitraums von 30 Mi-
nuten nicht zum Stillstand kommt.
Die Analysen am ACP 5040 erfolgten mit den in
Tabelle l genannten Reagentien und Einstellungen.
Bei Variation der Kreatinin-Konzentration in w ri-
gen L sungen und in w riger Human-Albumin-L -
sung (40 g/l) ergibt sich eine geradlinige Beziehung
zwischen der Konzentration der zu analysierenden
Substanz und dem Me signal bis zu einer Kreatinin-
Konzentration von 8840 μιηοΐ/ΐ.
Das gleiche Ergebnis wird mit Poolserum gefunden,
dessen Kreatiningehalt durch Zusatz der Substanz bei
Konzentrationen zwischen 106 und 8946 μπιοΐ/ΐ liegt
(s. Abb. 6).
Innerhalb der 41,3. und 48. Sekunde nach dem Start
der Reaktion wurde f r eine Kreatinin-Konzentration
von 88 μπιοΐ/ΐ bei der Dinitrobenzoat-Methode als
Mittelwert aus 5 Bestimmungen ein ΔΑ/min von
0,0235 gernessen. Die Pikrat-Methode ergab unter den
gleichen Bedingungen ein ΔΑ/min von 0,0160. Aus
diesen Werten errechnet sich eine etwa l ,5-fach h here
Empfindlichkeit der Dinitrobenzoat-Methode gegen-
ber der Pikrat-Methode.
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Abb. 6. Kinetische Methode zur Bestimmung von Kreatinin
mit 3,5-Dinitrobenzoat ohne Enteiwei ung.
Abh ngigkeit des Me signals von der Kreatinin-Kon-
zentration im Poolserum.
Messung am vollmechanisierten Analysenger t Eppen-
dorf ACP 5040.
Testbedingungen s. Tab. 1.
Poolserum mit einer Kreatinin-Konzentration von 106
μτηοΐ/ΐ wurde mit Kreatinin aufgestockt, so da Krea-
tinin-Konzentrationen von 283, 460, 636, 813, 990,
1432,1874,2758,4526, 6736 und 8946 μπιοΐ/ΐ vorlagen.
4) mit den Stamml sungen 6—13 und bidest. Wasser
so verd nnt, da bei allen Verd nnungsreihen eine
Kreatinin-Konzentration von ca. 177 μπιοΐ/ΐ in 40 g/l
Human-Albumin vorlag,
Einflu von Bilirubin ' f
Die Abh ngigkeit der St rung durch Bilirubin von
der 3,5-Dinitrobenzoat- bzw. von der Natronlauge-
Konzentration ist in Tabelle 2 bzw. 3 dargestellt. Mit
steigender Dinitrobenzoat-Konzentration nimmt die
Bilirubin-St ruiig ab (s. Tab. 2) und mit steigender
Natronlauge-Konzentration zu (s. Tab. 3). Deshalb
wird im Testansatz eine hohe 3,5-Dinitrobenzoat-
Endkonzentrati n von 231 mmol/1 und eine niedrige
Natronlauge-Endkonzentration von 77 mmol/1 ge*
w hlt. Dies entspricht einer Farbreagens-Konzentra-
tion von 300 mmol/1 3,5-Dinitrobenzoat und einer
Startreagens-Konzentration von 0,5 mol/1 Natron-
lauge. H here Konzentrationen an Dinitrobenzoat
weisen geringere Stabilit t auf und niedrige Natron-
lauge-Konzentrationen ergeben ein geringeres Me -
signal.
Unter den obengenaimten Bedingungen innerhalb der
Me zeit von der 41,3. bis 48. Sekunde ist keine St -
Reproduzierbarkeit des Verfahrens
An selbsthergestellten Poolseren mit einer Kreatinin-
Konzentration von 52 und 251 μπιοΐ/ΐ wurde in der
Serie (n = 20) eine relative Standardabweichung von
3,4% bzw. 1,4% gefunden.
Von Tag zu Tag (n = 20) ergab sich durch Analysen
von Kontrollproben mit einer Kreatinin-Konzentra-
tion von 74 und 307 μιηοΐ/ΐ eine relative Standardab-
weichung von 3,6% bzw. 2,0%. Die Abweichung der
gefundenen Mittelwerte von den deklarierten Werten
66 bzw. 314 μηιοΐ/ΐ, die mit der Methode nach Helger
et al. (2) ermittelt wurden, betrugen + 8 bzw. —7
μηιοΐ/l.
In Aufstockungsversuchen lag die Wiederfindungsrate
f r zugesetztes Kreatinin im Konzentrationsbereich
von 106-8946 μιηοΐ/ΐ Serum zwischen 98 und 102%.
St rfaktoren
Als wesentliche interferierende Substanzen bei der
Kreatinin-Bestimmung sowohl mit der Pikrat- als
auch mit der 3,5-Dinitrobenzoat-Methode sind aus
der Literatur Acetessigs ure, Aceton, Ascorbins ure,
Bilirubin, Cephalosporine, H moglobin, Human-Al-
bumin, Pyruvat und Triglyceride (2, 8, 9, 11, 21, 23-
33) zu entnehmen. Bei der berpr fung der St rfak-
toren wurde die Kreatinin-Stamml sung (s. L sung
Tab. 2. St rung der Kreatinin-Bestimin ng durch Bilirubin in
Abh ngigkeit von der 3,5-Dinitrobenzoat-Konzentra-
tion (50—400 mmol/1, 250 ul) bei einer konstanten
Natronlauge-Konzentration von 0,5 mol/1 (50 μΐ).
Messung mit dem vollmechanisierten Analysenger t
Eppendorf ACP 5040, Ausf hrung s. Tab. 1. Kreatinin-
Konzentration 191 μηιοΙ/1 in 40 g/l Human-Albumin-
L sung (25 μΐ).
Bilirubinr 3,5-Dinitrobenzoat-Konzentration (mmol/1)
Konzentration




















Tab. 3. St rung der Kreatinin-Bestimmung durch Bilirubin in
Abh ngigkeit von der Natronlauge-Konzentration
(0,25-1,25 mol/1, 50 μΐ) bei einer konstanten 3,5-Di-
nitrobenzoat-Konzentration von 300 mmol/1 (250 μΐ).
Messung mit dem vollmechanisierten Analysenger t
Eppendorf ACP 5040, Ausf hrung s. Tab. 1. Kreatinin-
Konzentration 191 μιηοΐ/ΐ in 40 g/l Hum n^Albumin-
L sung (25 μΐ).
Bilirubin- Natronlauge-Konzentration (mol/1)
Konzentration





197 187 192 189 189 186 189
160 162 177 183 202 223 248
140 147 169 184 22*3 264 309
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Tab. 4. Vergleich der St rung der Kreatinin-Bestimmung durch
Bilirubin bei der 3,5-Dinitrobenzoat-, der Pikrat-Me-
thode und dem enzymatischen UV-Test.
Probe l enth lt 106 umol/1 Kreatinin und 9 μηιοΙ/1
Bilirubin.
Proben 2—7 enthalten 106 μηιοΐ/l Kreatinin und durch
Aufstockung der Probe l mit Bili-Control 212—1211
μιηοΐ/ΐ Bilirubin.
Proben 8 — 17 stellen Patientenseren mit verschiedenen





































































































* Nicht bestimmbar (Leerwerte ber 2,000).
** Absorptionsabnahme, Me signal daher nicht auswertbar.
rung durch Bilirubin zu beobachten. So f hrt die
Aufstockung eines Patientenserums (etwa 106 μιηοΐ/ΐ
Kreatinin und 8,6 μηιοΐ/l Bilirubin) mit Bilirubin in
verschiedenen Konzentrationen bis 1211 μιηοΐ/ΐ nicht
zu einer me baren St rung.
Im Gegensatz dazu zeigt die Pikrat-Methode bei-
spielsweise bei 585 μίηοΐ/ΐ Bilirubin eine Abnahme um
53 μπιοΐ/ΐ Kreatinin (s. Tab. 4, Probe l -7). Bei h -
heren Bilirubin-Konzentrationen wird bei der Pikrat-
Methode anstelle einer Absoprtionszunahme sogar
eine -abn hme registriert. Vergleichsuntersuchimgen
zwischen der 3,5^Dinitrobenzoat-, der Pikrat-Me-
thode und dem enzymatischen UV-Test an Patienten-
seren nut ausgepr gter Hyperbilirubin mie sind in
Tabelle 4, Probe 8-17, dargestellt. Gegen ber der
3,5-Dinitrobenzoat-Methode und dem enzymatischen
UV-Test weist die Pikrat-Methode niedrigere Kreati-
nin-Konzentrationen bei den Patientenseren auf.
Einflu von H moglobin
Die H moglobin-Stamml sung wurde mit der Albu-
min enthaltenden Kreatinin-Stamml sung (s. L sung
4) und bidest. Wasser so verd nnt, da Konzentratio-
nen von 0,1—2 g/l H moglobin in einer L sung mit
177 ,μπιοΐ/ΐ Kreatinin und 40 g/l Human-Albumin
vorlagen. H moglobin-Konzentrationen bis 1,2 g/l
zeigen keine Interferenz bei der 3,5-Dinitrobenzoat-
Methode. H here Konzentrationen an H moglobin
f hren zu einer Abnahme der Kreatinin-Konzentra-
tion, beispielsweise bei einer H moglobin-Konzentra-
tion von 2 g/l zu einer Verringerung um 18 μιηοΐ/ΐ
Kreatinin. Vergleichsuntersuchungen mit h molyti-
schen Patientenseren best tigen die Ergebnisse der
Verd nnungsreihe. Daher d rfen Patientenseren mit
H moglobin-Konzentrationen von ber l g/l nicht
mit der 3,5-Dinitrobenzoat-Methode analysiert wer-
den.
Die Pikrat-Methode zeigt bei der o. g. Verd nnungs-
reihe eine st rkere St rung durch H moglobin als die
Dinitrobenzoat-Methode. 2 g/l H moglobin f hren
zu einer Abnahme der Kreatinin-Konzentration um
53 μηιοΙ/1.
Der enzymatische UV-Test zeigt ab 0,5 g/l H moglo-
bin eine Erniedrigung der Kreatinin-Konzentration.
Einflu von Triglyceriden
Die Intralipid-Stammemulsion wurde ebenfalls mit
der Albumin enthaltenden Kreatinin-Stamml sung (s.
L sung 4) und bidest. Wasser verd nnt. Die erhalte-
nen Triglycerid-Konzentrationen lagen zwischen 1,14
und 13,68 mmol/1 in einer Emulsion, die 177 μπιοΐ/ΐ
Kreatinin und 40 g/l Human-Albumin enthielt. Diese
Verd nnungsreihe zeigt bei der Kreatinin-Bestim-
muiig mit der 3,5-Dinitrobenzoat-Methode keine St -
rung bis zu einer Triglycerid-Konzentration von 11,40
mmol/1. Dagegen k nnen Proben mit Triglycerid-
Konzentrationen ber 2,85 mmol/1 mit der Pikrat-
Methode nicht unverd nnt bestimmt werden.
Lip mische Patientenseren mit bis zu 27,13 mmol/1
Triglyceriden konnten bei der 3,5-Dinitrobenzoat-Me-
thode unverd nnt eingesetzt werden. Patientenproben
mit h heren Triglycerid-Konzentrationen standen
nicht zur Verf gung. Sowohl bei der Pikrat-Methode
als auch bei dem enzymatischen UV-Test zeigten da-
gegen unverd nnte lip mische Seren bereits Aus-
gangsabsorptionswerte von ber 2,000.
Einflu von Cephalosporinen
Tabelle 5 zeigt die St rungen durch verschiedene Ce-
phalosporine. Anhand der Tabelle wird ersichtlich,
da Cephalosporin-Konzentrationen bis 250 mg/1,
d. h. im therapeutischen Bereich, bei der 3,5-Dinitro-
benzoat-Methode nicht st ren. Dagegen zeigt die Pi-
krat-Methode bereits ab 100 mg/1 Cephalosporine
einen Anstieg der Kreatinin-Konzentration (27 — 33).
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Tab. 5. Vergleich der St rung der Kreatinin-Bestimmung durch Cephalosporine bei der 3,5-Diiiitfobenzoat- und der Pikrat-
Methode. Kreatinin-Konzentration von 177μιηο1/1 in 40 g/l in Human-Albumin-L sung und unterschiedliche Cephalo-
sporine in verschiedenen Konzentrationen (50-250 mg/1). Die Messungen wurden mit dem Eppendorf ACP 5040
durchgef hrt.
Cephalosporine Cephalosporine (mg/1) in 177 μιηοΐ/ΐ















































Einflu von weiteren Pseudokreatinin-Chromogenen
und anderen Serumbestandteilen
Anhand hnlicher Verd nnungsreihen wie den bisher
beschriebenen konnten mit der 3,5-Dinitrobenzoat-
Methode keine St rungen durch Human-Albumin,
Glucose, Ascorbins ure, Aceton und Acetessigs ure
nachgewiesen werden. Dagegen zeigt Brenztrauben-
s ure bei einer Konzentration von 350 μιηοΐ/ΐ f lschli-
cherweise um 25 μπιοΐ/ΐ erh hte Kreatinin-Konzen-
trationen.
Im Vergleich dazu ergibt die kinetische Pikrat-Me-
thode (2) mit Brenztraubens ure in gleicher Konzen-
tration eine Erh hung der Kreatinin-Konzentration
um nur 8 μπιοΐ/l. Ascorbins ure und Glucose haben
keinen Einflu auf diese Methode. Allerdings weist
sie St rungen durch Acetessigs ure (2,79 mmol/1
Acetessigs ure bewirken eine Erh hung um 62 μπιοΐ/ΐ
Kreatinin) und Aceton (8,61 mmol/I Aceton ergeben
eine Erh hung um 194 μηιοΐ/ΐ Kreatinin) auf. Human-
Albumin f hrt bei der Pikrat-Methode zu einer Er-
niedrigung der Kreatinin-Konzentration, beispiels-
weise bei 50 g/l Human-Albumin um 9 μιηοΐ/ΐ Krea-
tinin.
Vergleichsuntersuchungen
Die hier beschriebene Methode f r die Kreatinin-
Bestimmung im Serum wurde mit der kinetischen
Pikrat-Methode (2) und dem enzymatischen UV-Test
(22) anhand von 212 Patientenseren mit Kreatinin-
Konzentrationen zwischen 53 und 1052 μιηοΐ/ΐ ver-
glichen (Abb. 7 und 8). Die statistische Auswertung
der Daten nach Passing & Bablok (34) ist in Tabelle
6 dargestellt.
Dabei wird ersichtlich, da die 3,5-Dinitrobenzoat-
Methode eine gute Korrelation zu dem enzymatischen
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Abb. 7. Vergleich der 3,5-Dinitrobenzoat^Methode mit der ki-
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Abb. 8. Vergleich der SjS^Dinitr benzoat^Metfiode mit dem en-
zymatischen UV-Test an 212 Patientenseren.
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Tab. 6. Statistische Kenngrößen nach Passing &. Bablok für den Vergleich der drei verwendeten Methoden zur Messung der
Kreatinin-KonzentratJon im Serum (n = 212).
Verglichene Methode n Lineare Regression Passing & Bablok
y = ax + b y = ax + b Line- a Signifikante b Signifikante
ari- Abweichung von l Abweichung von 0
tat (Konfidenz- (Konfidenz-
intervall) Intervall)




= Pikrat-Methode 212 0,992 y = l,04x - 10,4 y = , - 9,8 Ja
y = 3,5-Dinitrobenzoat-
Methode




(l,00 bis l,04) (-4,4 bis 0,0)
Nein Ja
(1,00 bis 1,06) (-15,8 bis -8,8)
Nein Nein
(0,97 bis 1,00) (0,0 bis 4,4)
nach Helger et al. (2) führt im Vergleich zur 3,5-
Dinitrobenzoat-Methode zu signifikant erhöhten
Werten.
Diskussion
In vielen Arbeiten zur Bestimmung der Kreatinin-
Konzentration nach der Methode von Jaffa wurde
versucht, durch Variation der Reaktionsbedingungen
die Störungen infolge interferierender Substanzen her-
abzusetzen (2 — 12). Mit der enzymatischen Methode
(22) ist eine spezifische Bestimmung für Kreatinin
gefunden worden, die jedoch entscheidende Nachteile
zeigt. Die im Serum enthaltenen Substrate wie Pyruvat
und Kreatin werden von den im Test enthaltenen
Hüfsenzymen unter NADH-Verbrauch umgesetzt.
Deshalb muß zu jedem Meßwert ein Probenleerwert
mitgeführt und der Reaktionsansatz ca. 30 Minuten
inkubiert werden. Dafüberhinaus sind vor allem bei
lipämischen, ikterischen und hämolytischen Proben
die Absorptionen der Probenleerwerte so hoch, daß
eine Beeinträchtigung der Ergebnisse nicht auszu-
schließen ist.
Aus den obengenannten Gründen ist für die Routi-
neuntersuchung die /ajö^Methode und die Reaktion
mit 3,5-Dinitrobenzoat weiterhin von Bedeutung. Es
erschien uns somit gerechtfertigt, nach weiteren Mög-
lichkeiten zu suchen, um die Spezifität der Kreatinin-
Bestimmung zu erhöhen.
Die bisher entwickelten Testverfahren mit 3,5-Dini-
trobenzoat (18-21) sind technisch umständlich, da
die zu untersuchenden Seren enteiweißt werden müs-
sen. Ein weiterer Nachteil liegt darin, daß die bisher
für die Solvatisierung der Dinitrobenzoesäure verwen-
deten organischen Lösungsmittel (z. B. Dimethylsulf-
oxid) eine aggressive Wirkung auf Schlauchmateria-
lien der vollmechanisierten Geräte aufweisen. Bei der
hier beschriebenen Methode wird die Dinitrobenzoe-
säure in wäßriger Natronlauge gelöst; eine vorherige
Enteiweißung der Seren ist nicht notwendig.
Der eigentliche Reaktionsmechanismus, welcher der
Farbkomplexbildung zwischen Kreatinin und 3,5-Di-
nitrobenzoesäure zugrundeliegt, ist bisher nicht ge-
klärt. Es bedürfte u. a. aufwendiger physikalisch-che-
mischer Methoden, um nachzuweisen, ob die Kom-
plexbildung ähnlich dem Janovsky-Komplex über die
C-Atome des aromatischen Ringes in Position 2, 4
bzw. 6 erfolgt (35). Eine weitere Möglichkeit ist eine
Komplexbildung über eine der Nitrogruppen in Po-
sition 3 bzw. 5. Außerdem ist ein stöchiometrischer
l : l-Komplex im Vergleich zu einem 2: l-Komplex
oder weiteren Formen zu diskutieren. Diesbezüglich
sind sich verschiedene Autoren selbst bei der lange
bekannten und häufig untersuchten Pikrat-Methode
nicht einig (36—38). Eine Aufklärung des Reaktions-
mechanismus würde eventuell die Ergebnisse der Stör-
einflüsse durch die verschiedenen überprüften Serum-
bestandteile verständlich machen. Die dafür nötigen
Untersuchungen gehen über den Rahmen der vorlie-
genden Arbeit hinaus.
Der Absorptionsanstieg durch die Farbkomplexbil-
dung zwischen Kreatinin und 3,5-Dinitrobenzoat
kann kinetisch oder als Endpunkt-Methode ausge-
wertet werden. Kinetisch gut verwertbare Differenzen
erhält man nur in den ersten 60 Sekunden nach Reak-
tionsbeginn. Dieser Zeitraum ist für manuelle Serien-
analysen in der Praxis nicht einzuhalten. Außerdem
sind die Analysen wegen des begrenzten Auflösungs-
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Vermögens der üblichen Spektrallinienphotometer mit
einem nicht unerheblichen Meßfehler belastet.
Wie aus den Abbildungen des Reaktionsverlaufes er-
sichtlich, wird ein Endpunkt der Reaktion nicht er-
reicht. Vielmehr scheint sich der Farbkomplex ab etwa
10 bis 15 Minuten nach Reaktionsstart wieder zum
Teil zu zersetzen. Darüberhinaus werden die einzelnen
Absorptionswerte zu diesem Zeitpunkt durch die Re-
aktion eventuell vorhandener Pseudokreatinin-Chro-
mogene mit 3,5-Dinitrobenzoat beeinflußt. Eine ma-
nuelle Arbeitsweise zur routinemäßigen Ermittlung
der Kreatinin-Konzentration im Serum ist mit der
3,5-Dinitrobenzoat-Methode daher nicht angebracht.
Dies stellt einen deutlichen Nachteil des Verfahrens
dar.
Störungen durch Pseudokreatinin-Chromogene und
andere Serumbestandteile wurden bei der 3,5-Dinitro-
benzoat-Methode entweder zum größten Teil elimi-
niert, wie bei Aceton und Acetessigsätfre, oder sehr
stark reduziert, wie beispielsweise bei Bilirubin und
Triglyceriden oder vermindert wie bei den Cephalo-
sporinen.
Die vorliegende Arbeit bestätigt die Angaben der Li-
teratur (17—21), daß sich die 3,5-Dinitrobenzoesäure
wesentlich besser zur Kreatinin-Bestimrmmg im Se-
rum eignet als die Pikrinsäure.
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